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(57) Abstract 

The invention relates to a method for producing addressed 
ligand matrixes on a support. According to the inventive method, 
an element such as a reservoir (1) that is filled with a ligand and 
comprising an electrode (3) is used to deposit and electrochemically 
fix the. ligand on a conducting support (7). The ligand can be 
an oligonucleotide or a peptide and fixing can occur by means 
of electrocopolymerisation of said oligonucleotide or peptide or a 
polypeptide containing a pyrrole group in 5' with pyrrole. 

(57) Abrege 

L' invention concerne un procidd de fabrication de matrices 
de ligands adresses sur un support. Selon ce procdde, on utilise 
un 616ment tel qu'un reservoir (1) rempli de ligand et comportant 
une electrode (3) pour d6poser et fixer 61ectrochimiquement le 
ligand sur le support conducteur (7). Le ligand peut etre un 
oligonucleotide ou un peptide et la fixation peut etre obtenue par 
61ectrocopolym6risation de cet oligonucldotide ou peptide portant 
un groupe pyrrole en 5' avec du pyrrole. 
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PROCEDE DE FABRICATION DE MATRICES DE LIGANDS ADRESSES 

SUR UN SUPPORT. 

DESCRIPTION 



Domaine technique 

5 La presente invention a pour objet un 

procede de fabrication de matrices de ligands adresses 

sur un support. 

Les ligands peuvent etre des produits 
naturels ou synthetiques ayant . une activite biologique 

10 ou une aff inite pour des molecules biologiques ou 
autres, par exemple des peptides, des oligonucleotides, 
des recepteurs ou d' autres molecules d'interet 
biologique. Des matrices de ce type peuvent trouver de 
nombreuses applications, notamment pour la detection et 

15 1' identification de constituants dans des echantillons 
biologiques ainsi que pour le criblage de bibliotheques 
de molecules. De telles " matrices peuvent etre en 
particulier des "matrices' '"de sondes of igonucleotidiques . 



20 Etat de la technique anterieure 

Depuls gueiques annees., ; on, a developpe 
... pl-usieurs procedes ..de fabrications . de matrices de* : ce 
type. Ainsi, on 'connait trois Tfiethodologies daiis 
lesquelles on realise 1 ' adressage.' soit par vpie 
25 ' ' photochimique, soit par voie mecanique,- soit par voie 
electrochimiqiie . , . . "" 
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r ' ' ' * .... - x i * . 

Dans le document Fodor S. et al, Science, 

1991, 251, pages 767-773 [1], on a decrit un procede de 

realisation d'une matrice d' oligonucleotides par 

adressage photochimique . Selon ce procede, on part d'un 

5 support . f onctionnalise par des groupes f onctionneis 

proteges par des groupes protecteurs photolabiles , on 

elimine ensuite ces groupes protecteurs, par 

irradiation a travers un masque, sur les sites qui 

devront etre couples aux molecules d'interet 

10 biologique, puis on realise le couplage de ces 
molecules sur les groupes f onctionneis deproteges. 

Ce mode d' adressage photochimique "presente 
1 ' inconvenient de necessiter un grand nombre "de masques 
differents pour realiser 1 ' ensemble des operations de 

15 couplage. 

Les documents : Khrapko kV R . et al, ClSIA 
Sequence -I.DNA Sequencing and Mapping, 19*91, "volume "i, 
pages 375 a 388 [2] et GB-A-2 3 19 " 838 [ 3 ] decrivent un 
proced^ de fabrication de " matrices par adressage 
20 mecaniqvie. Dans le document [2], on utilise uri support 
revetu d'un gel de polyacrylamide ' que T on "active en 
. substituant certains groupes amide " par des groupes 
hydrazide. On fixe ensuite les oligonucleotides actives 
.sous forme d' aldehydes sur ' les groupes hydrazide "en 
25 utilisant la technique de micropipetage * de solutions 
d' oligonucleotides sur les sites sur lesquels lis 
devront etre couples. 

Dans le cas du document [3]', on part d*un 
support f onctionnalise par des groupes reactifs que 
30 1 ' on couple a des molecules biologiques identiques. 
Ensuite, on decoupe le support en plages individuelles 
correspondant chacune au couplage d'une' molecule et on 
assemble ensuite sur une plaquette plusieurs plages 
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comportant des molecules differentes aux emplacements 
voulus . 

L'emploi de ces technique's d'adressage 
mecanique presente 1 ' inconvenient de necessiter 
5 l'apport de la molecule a fixer directement sur le site 
a adresser. De ce fait, les dimensions du site ne 
peuvent etre inferieures a celles de la goutte de 
reactif. distribute. Par" ailleurs, le processus 
necessite deux phases 'qui sont respectivement , une 
10 phase de distribution, ' puis une phase ■ d' attachement 
covalent. De plus le support doit etre modifie de telle 
sorte qu'une liaison covalente puisse etre creee entre 
le support et la molecule a fixer. 

Les. documents/ : Livache T. et al, 
15 Nucleic Acids Res., 1994, 22/ 15", pages 2915-2921 [4] 
et WO-A-94/22889 [5] decrivent des techniques 
d'adressages electrochimiques pour la fabrication de 
matrices de produits biologiques . 

Dans ce \cas~, on part d'un support 
20 comportant plusieurs electrodes et on utilise ces 
electrodes pour fixer " les molecules biologiques par 
voie electrochimique. Dans ce but, on plonge le support' 
.muni de ses electrodes dans une solution contenant la 
molecule a fixer)" et ~ par activation des electrodes 
25 voulues, on les recouvre de la molecuie par^ voie 
. electrochimiqueV De" ce fait, les depots de molecules ne 
peuvent etre realises que de fagon successive. Par 
ai.lleurs, il est necessaire d'utiliser un support 
portant des electrodes adressables individuellement , 
3 0 done des systemes complexes eventuellement multiplexes. 

La presente invention a precisement pour 
objet.un proc^de de fabrication de matrices de produits 
biologiques . sur un support, qui pallie les 
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inconvenients des proc6d'es precites* et qui permet de 
plus de' realiser : 1*' adreSSage et la fixation " de * la 
molecule biologique '*eri " une seul'e etape; sanb necessiter 
une f onctionnalisation prealable du support. 

5 Expose de 1' invention 

A cet effet, 1 ' invention propose un procede 
de fabrication d'une' matrice comprenarit' au moins * un 
ligand fixe par voie ' electrochimique sur un support 
conducteur ou sur des " zones conductrices d'un support, 

10 dans iequel on utilise "au moins ian" "element, capable de 
distribuer le(s)" ligahd(s)" couple (s) a " un ' ' monomere 
electropolymerisable," comme electrode pour realiser une 
synthese electriquement assistee d'un polyrtiere * pof fceur. 
du (des) ligand(s) sur le support conducteur oil sur les 

15. zones conductrices du support". AW 

Selon 1 ' indention, on utilise done comme 
electrode un element capable 'de distribuer ~ le(s) 
ligand(s) . Cet element peut etre " constitue " r d'un 
reservoir contenant le ligand couple au monomere 

20 electropoiymerisable ^ et " cdmportarit "uhe" partie 
conductrice, ou s implement eltre forme "d'une electrode 
en forme de fil ou d' aiguille qui, apres immersion dans 
un recipient contenant le ligand' a fixer couple au 
monomere electropoiymerisable, est chargee * par 

25 capillarite de ce ligand.' 

En utilisaht selon I'invention "line 
electrode formee par un tel element, on peut mettre en 
contact le ligand avec le support conducteur " ou les 
zones conductrices du" support',' puis le ' fixer 

30 directement sur'' le support conducteur "(ou la zone 
conductrice) par activation electrochimique, par 
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exemple en creant une .difference, de potentiel ou en 
generant un courant entre le support conducteur (ou la 
zone, conductrice). . et l'.element jouant le role 
d' electrode . • 
5 Ainsi, on realise en une seule etape la 

distribution et la fixation du ligand sur le support. 

Selon un premier mode de realisation de 
1/ invention, ledit element comprend un reservoir rempli 
du lig;and et comportant un embout de distribution 
10 isolant, et au moins une electrode disposee dans ledit 
reservoir, ledit embout^ etant. en contact direct avec le 
support conducteur ou au moins une zone conductrice du 
support, lors de l'pperatipn de fixation.. . 

L' embout 'peut etre en particulier un tube 
15 capillaire que l'on pose directement sur t la surface 
conductrice. _ ^ j ^ ^ ^ , . . ... 

Selon un second mode de realisation de 
1' invention, ledit element comprend un reservoir rempli 
de ligand et.. comportant^ un embput de distribution 
20 conducteur, le contact ^ entre 1/ embout conducteur et le 
support conducteur ou au. moins une zone conductrice du 
support etant assure par 1 ' intermedi^irre 4 [une goutte ^ 
de liqand sortant de 1' embout,. lors de 1' operation de 
fixation. 

25 Dans, ce cas, 1 ' embout conducteur ne sera 

pas en contact avec le . support conducteur ou la zone 
conductrice. Comme precedemment I'emlpout conducteur 
peut etre constitue par un tube capillaire. 

Selon un troisieme mode de realisation de 

30 l'invention, ledit element est constitue par une 
electrode en forme de fil ou d'aiguille, chargee 
exterieurement de ligand couple au monomere 
electropolymerisable, le contact entre 1' electrode et 
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le "support conducteur ' ou une zone ■ conductrice du 
support etant assure, Tors de ; 1 ' operation de fixation, 
par 1 ' intermediaire d'une" go'utte de ligand -retenue- par 
I'eiectrode! " : " - : - 

5 Dans les differents modes " de " realisation 

decrits ci-dessus , le reseivoir contient general ement 
une solution du ligand & 'fixer et du (des) reacti'f(s) 
eventuellement necessaires"' pour assurer la fixation du 
ligarid par voie" ele'ctrochimique . ! .: 

10 Selon 1*' invention*, oh assure en ■" p'articulier 

la fixation electrochimique du ligand en' le couplant a 
un monomere electropolymerisable . ' Dans 1 -'-6'e' cas > : la 
solution peut comprendre J 16' ligand couple ali monomere 
electropolymerisable, le monomere electropolymerisable 

15 et eventuellement un agent dopant; 1 :: " 

Le mbribtn'ere' €1 ectf bpo lym'eobi sable peut T ~ §rtre 
eh particulier uti de * ceux : decrits : p^tr- ^Emr, S. et 
Yacynych, A. ^lectrdanalysis , l$95 , 1 , 1 pp . 913-323- " [7 ] . 
lis peuverit' a^palrtfenfr • ^ deux "eafegories ; - -Ceux 

20 conduisaht* a des polymeres coriducteurs ■ ' tels que le 
pyrrole, ' 1' aniline, :j ~ie° thibphehe' c: v V . r et'* :: leiirs derives 
et ceux ' condui sari t & des pdlyriiere^ isdiahts tels que 
des derives du phenol ou du benzene . ' - 

Dans ce cas, on ' obtrefnt la" ' fixation du 

25 ligand par electrocopolymeri^atibh du ■• mbttomedr'e -et du 
ligand couple au monomere. 

"'Le 1 ligand peut etre par exemple un 
oligonucleotide, un nucleotide/ lin acide : a*nine ou un 
peptide " '* ' 

30 Uri tei prodede de fixation : electrochimique 

est decrit dans le document [5] , ' dahs le cas ou le 
ligand" est un oligonucleotide ou un nucleotide. 
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Dans ce dernier cas.,. . apres. avoir . realise 
cette -fixation, on. peut allonger la chaine de 
1' oligonucleotide ou du nucleotide, fixe en mettant en 
oeuvre les procedes de synthese . classique 
5 d' oligonucleotides . par ; .couplage successif des 
nucleotides voulus, mais . en realisant une deprotection 
• electrochimique du dernier .nucleotide fixe. 

". pans le, cas .des . peptides , on peut utiliser 

la merne technique pour allonger. la chaine.. du peptide 
10 par .couplage des acides amines voulus.. 

. L ' utilisation -.des electrodes decrites ci- 

dessu.s pour .realiser le . depdt,. et la fixation par • voie 
electrochimique -, d'un . ligand, presente . les avantages 

. suivants . . ..... t ., . ... .'. % - 

- La procedure, de depOt _et . de. fixation est . 
; .realisee en .seule- etape et -elle est t:res rapide. 

- Cette technique es.t. facile a mettre en oeuvre 
■ car elle utilise . s, implement . . une technique de dep6t 

. mecanLque-, ...a . titre, , ;f .d' exemple .par Replacement a 1 ' aide 
- d.'une micropipet te, . mais r: . .. en la , coup lan t aux 
iA .possibilites- de resolution. ; spatiale de l' ; 61ectrochimie . 

- ■ _ Gette. . technique... permet de . realiser ■ plusieurs 
dep6ts en mode parallel e> . . .. . . : : r, 

- Par ailleurs, ce .prpcede ne, necessite pas 
25 1'^ emplpi.de- supports, .modifies, pu. port ant des electrodes 

adressables individuellement . 

. ,Dans le cas. d'un. support en materiau 

.. conducteur, celui.-ci . peut .etre ^realise totalement en 
materiau conducteur de 1 ' electricite ou etre . cons titue 
jd'un , materiau isolant recouvert d'.une couche de 
materiau conducteur.-. 

.Les materiaux conducteurs utilisables 
peuvent etre de divers types, il peut s'agir entre 



20. 



30 
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autres de met'aux t el's' que 1' or 1 'argent et le platine, 
d'oxydes conducteurs* tels ' que l^oxyde d'indium" et 
d'etain (ITO) , de carbone ou^ de : - polym^res -' organiques 
conducteurs . * • -.«.:. 

5 Dans le cas ou le 1 support • cbmprerid des 

zones conductrices, celles-ci peuvent etre realisees 
' dans les materiaux conducteurs cites precedemment et 
disposees sur un support isolant. 

Le support isolant' '* peut etre par' exerhple 
10 en verre," en silicium ou en matiere plastique . On peut 
aussi utiliser un ' Support en materiau cdnductetir dont 
les zones conductrices sdnt* delimitees par depot- d'un 
mat'eriau i'solant a la surface"' du mateiriau- conducteiur. ' 

Selon 1 ' invention, les zones conductrices 
15 peuvent etre " intercdiinWctees- ' : ^lectriquexnent / '-' -ou 
adres sables" electriquemerit > * individuellement ou par 
groupe; pour pbiivoir itre ' activees" separernerit 5 . : < > ! 

Le procede : de r'inventfori pfcut etre' mis- en 
oeuvre ' de fagon a" ■ fixer des * ligands idenfciqueS : ou 
20 differents sur ' des sites~ ■ cohducit'edrs : 'dif f ererits - du 
support. " ' r - : ■ ' ■'■ 

t)ans ;: ce cas, on petit real is er- ufeie fixation 
simuitanee 6u successive ' d4i :: Ircjands' 'ident f iques- r ou 
differents ' en utilisatit- plUsieurs ; elem^nt^' ' distribii ( ant 
25 respect ivement ■ des ' ligands identiqu£s - ou differents. 
Dans' ce cas, au moins deux des elements peuvent etre 
reunis pour" former une tete : d' impir^ssion . r '>--'"- 

iSelon ' une variants • de realisation de 
1 ' invention, on realise une fixation successive * d' au 
30 " rrioins deux "ligands differents suir" des sites dif f erents'- 
du support en utilisant uh sfeii'i element ma'is en 
changeant au moins une fois le ligand distribue par cet 
element . 
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Dans .tous les modes . de- realisation decrits 
ci-dessus, l'avantage principal reside dans le procede 
de. distribution-eouplage du ligand, qui permet la 
fabrication de supports portant des molecules adressees 
5 : de f aeon extremement rapide . 

, L' invention a encore . pour objet un 
dispositif de fabrication d'une matrice de ligands sur 
un support conducteur ou sur des zones .conduc trices 
. d-'.un,. support, comprenant, : . 
10 . . . . - au. mp ins ,un moyen de distribution d'un 

ligand .muni d' une. partie conduc: trice, 

- des moyens pour, connecter d'une part, le 
support .conducteur ou les zones cpnduc.tr.ices du support 
. et, d'- autre part, la partie . conductr ice du moyen de 
15 distribution a. up :g^nerateur electrique, et-. . , 

r , T des :. moyens pour disposer et/pu deplacer 
le support et / ou le (fi jnoyen ( s ) de distribution, l'un 
. par. rapport &. 1/ autre,,, ;. et : les . mettre en contact de 
facpn ;; a reali^er,, : plusieurs .depats de ligands ... sur le 
20 . support .en: des : , emplacements.. . differ ep-ts..,. . 

Selon 1' invention, le moyen de distribution 
. . peut ; comprendre un..res.er^oi.r cpntenant. le ligand et au 
mo ins. une electrode- dispos^e , daps _ ..ledit reservoir et 
..constituant la partie , conduc-trice. dudit mpyen, . . .. , 
25 . ..Selon. une,. : disposition . particuliere, , le 

dispositif comprend plusieurs moyens de distribution de 
ligands assembles sous . forme de tete d' impression. 
,: Selon une . variante de realisation, le 

• dispositif de fabrication d'une matrice de ligands sur 
30.. un, support conducteur ou sur. des-. zones conduc trices 
.. d'un support,, comprend :. • • , 
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- une electrode sous forme de fil ou 
d' aiguille apte a etre chargee exterieurement dudit 
ligand, 

- des moyens pour connecter d'un£ part, le 
5 support conducteur ou les zones conductrices du support 

et, d' autre part ," 1' electrode a un' generateur 
electrique, et 

- des moyens pour disposer et/ou deplacer 
le support et/ou l'electrode, l'un par rapport a 

10 1' autre, de fagon a realiser plusieurs depots de 
ligands sur le support en des emplacements differents. 

D'autres caracteristiques et avantages de 
1' invention apparaitront iriieiix a la : " lecture de la 
description qui suit, donnee bien entendu a titre 
15 illustrktif ^ ! et ndn ■ limit at i'f," en 'reference aux -dessins 
'"annexes 7 . " ' ■ ' *' ' : ' ' ::; - :: :i ' > '-' J : - - " : - 

Breve description deS dessiiiis" 

La figure 1 represente .schematiqueiAerit J un 
element comportant un "reservoir de distribution d'Un 
20 ligand et au moins une electrode pour fixer le ligand 
sur uri support' conducteur. 

La figure "2 represente un elem£ri£ 'analogue 
a cellii* de la ''figure 1' pour realiser la fixation : d'un 
ligand sur un support conducteur muni de- zones 
25 conductrices interconnectees electriquenient . 

La figure 3 "represente a une echelle 
agrandie 1 ' embout du reservoir de distribution de la 
figure 1/ pour realiser' la fixation du~ ligand sur un 
support comportant "des zbnes conductrices multiplexers . 
30 " Les figures ' 4A "et '4B illustrent' les" etapes 

necessaifes pour realiser la "fixation d'un ligand ' sur 
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un support conducteur en utilisant une electrode sous 

.forme de fil. .. . 

La figure 5 represente un element de 
distribution, muni d'une entree et d'une sortie de 
5 f luide pour assurer. , son remplissage et sa vidange, 
entre ' deux operations de fixation- de ligands 
dif f erents . 

La figure 6 represente schematiquement une 
tete d' impression comportant plusieurs reservoirs de 
10 distribution de ligands identiques ou dif f erents. 



Expose detaille des modes de realisation 

Sur. ...la f igure 1 , . .on a represente le . premier 
mode de realisation de 1' invention dans lequel . on 
15 utilise comme electrode un Element comprenant un 
reservoir 1 rempli du ligand. A f ixer . et comportant un 
embout de distribution la. A 1' inter ieur du reservoir 
1 sont . disposers une contre-^lectrode 3. realisee par 
. exempli en platine .ou en or, et une electrode de 

20 Reference. .5. . ■ . . r- . . , 

Le reservoir peut contenir un volume 
..reactionnel suf f isant pour assurer un certain nombre de 
.depots, pouvant aller, par exemple jusgu'a un millier, 

Dans ce premier mode de realisation 
25 represente sur la figure 1, on utilise un support 
conducteur 7 qui peut comporter un substrat en verre 
recouvert d-'.une .couche d'or. , , . < 

Sur cette figure, ; on a represente les 
.depots 9 effectues svec un tel. reservoir en deplagant 
30. par exemple le .support selon les directions x et y 
entre .deux depots. Dans, le cas ou 1 ' embout la du 
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reservoir, ayant par example 1 "la forme d'un' tube 
capillaire, est realise eri mat£riau isblant, celui-ci 
peut etre pose sur le' support conducteitr 7 ■ et par 
creation d'une difference de potentiel ou 'de courant 
5 entre "la surface conductrice 7 et la contre-electrbde 
3 , on peut "obtenir les depots 9 qui sont fixes sur la 
surface conductrice 7 par impulsion electrique . ' Dans ce 
cas, la dimension dess depots* 9 est ' f ixee par les 
dimensions de 1' interface reservoii7support sitiiee dans 
10 les lignes du champ electriqUe entre' 1 'Electrode et" la 
surface conductrice /' Cette *intdrfa~6e "doit etre -ia plus 
petite possible " pour ' 'feduir'e la "diirtensrbn du - depot 

obtenu . . 

Le reservoir de la "figure 1 peut aussi 
15 comportef un embout ' la : en fttateriau coriducteur ; * bans ' ce 
"cas, on realise la fixation' du ligarid present dans T le 
reservoir en assur*arit~ " Ife " cbritact entre ' la surface 
conductrice 7 et 1 ' electirbde " f o'irm^e par 1' embout' la par 
1 ' intermediaire " d'ufie goutte soriant de 1' embout la. . 
20 Dans ce cas les dimensions des depots seront iegalement 
reglees par 1 ' interface^' entre le ^Iquide et la surface 
conductrice situee dans dies iigtie^ du champ electrique . 

" On peut ameliorer" la" resolution des depots 
9 en utilisant, comme represerite sur ia figure 2,- un 
25 support forme de "zones conductrites : interconnectees . 
Sur la figure 2, on a repris les memes references' ' que 
sur la" figure 1 pour designer ~le" reservoir i muni de 
son' embout la', d' une electrodie 'de reference 5 et cl'une 
contre-electrbde ;3. Dans ce cas, le support est 
30 constitue pair " un : support is'ola'nt 11 muni de zones 
' coriductrices' 13, * isoT6es " les unes "des autres ; mais 
interconnectees electriquement . Ces ' zbhes conductrices 
peuverit etire realisees en ' or' sur' un substrat - en- -verre 
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ou silicium, par exemple.. Dans ce cas, on obtient les 
depots 9 en distribuant au-dessus des zones 
conductrices le ligand, mais seules les zones 
conductrices. en contact avec le ligand pourront etre 
5 . .recouver.tes. de celui-ci. - Ainsi, les dimensions des 
dep6.ts sont reglees par J.es dimensions des zones 
. conductrices, 13. ,.. 

,„.Dans ce. cas., ..le support conducteur utilise 
. ne comporte .en realite qu ' une . seule electrode ; cela 
10 simplifie... enormement ,s,a ■ ..fabrication et les . couts 
, obtenus, peuvent etre. . tres bas puisque de simples 
. : . f euilles de , matiere plastique recouvertes par un 
mater.iau conducteur peuvent etre utilisees. 

^..utilisation d'.un reseau . de zones 

15 ,.. conductrices permet,.de reduire^ la .. taille des ddpots 9, 
. mais' pas d.' augment er : ,la densite de la matrice. En 
, , effet, cette. density .depend, directement de la dimension 
...de. l/j.nte.rface. i .entre.. .1.' embout, capillaire la et le 
, suppprt .et elle , .est limit.ee par. les ; dimensions de 

20- 1 ' embout . .. ... ,. ... - ■ 

On ; .,p.eut tout.ef.ois. ..augmenter la densite de 
..^.a matrice en, utilisant. un. sxxgggxt. comp^ortant des zones 
.. conductrices f prmant . des electrpdes : multiplexes , comme 

, !: represents sur la. figure,. 3 • - v . ,, , : 

25 -Sur. cette .figure 3 , .. on . a illustre 1' embout 

...l^ du. reservoir 1 des figures 1 et 2 ^.__une echelle 
agrandie . et une, part ie d'un, support conducteur . isolant 
. H muni de zones conductrices 13- qui sont reliees 
separement a des moyens d' application d'un. potentiel ou 
30 de courant pour §\tre- activees. separement. Dans ce cas, 
les dimensions, des depots, .s.eront determinees par les 
dimensions des. zones cp.nductrices 13 activees, comme il 
. apparait dans, le : cas. de . la . figure 3 . Le? aut;res zones 
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conductrices qui soht en contact avec Te iigand ne 
pourront conduire" a * une " fixation de ' ce dernier 
puisqu'eiles ne "sont ' pas electroactivees . De cette 
fagon, on peut atte'indre' simultanement 'une- haute 
5 resolution ' dimensiohnelle et urie : forte ' derisite de 
matrigage 

Sur les figures 4A et 4B, on a represents 
un autre mode de realisation de 1 ''invention dans lequel 
1' element capable de distributer le ligahd est constitue 

10 par une electrode en forme de fll 15\ 

Dans ce cas, oh peut utiliser uri support 
conduct eur 7 comme represents sur la figure' 4 A.' - 'Pour 
realiser le dep'ot du ligandy ' I' elec'trbde 
15 est tout d'abord. plohgee dans uri recipient 

15 17 contenant le' ligand a : f ixer"' et elie fetient axhsi 
une goutte 19 de ce ligahcL On ' amlhfe ■ ensuite 
1 ' electrode comportant "la "goutte 19 de ligand au "dessus 
du support' conducteur T; comme rtepr6§£rit:e sur la figure 
4B en realisant le '"'contact ' 61ect!rrque : par 

2 0 1 ' intermediaire de ' la godtt'e "19. ' Eh appliquant une 
impulsion electrique ehtre" 1 ' eieiitrd'de 15 et L le : support 
conducteur' 77 on assure' la formation ; de : ' depots 3 du 
ligand. ' ~ " ' ; ' 

Apfes cet'te' operation, on rihce 1' electrode 

25 15 dans un'bac de ririgage 21 £our '' qu J ' elle ; puisse servir • 
a nouveau "pour " la realisation d' un autre de^ot 9 > soit 
avec le meme ligand,' soit avec xin aut^e ligand. vi 

Lors'qu' on v ' utilise ce type d' electrode, la 
resolution des depots peut etre ntoins bonne 'mais" dans 

30 ce cas la facilite ' "de ringage de l'electrode 15 -est un 
avantage determinant. 

Le procede de ' 1 'rnveritidn est tres 
interessant car il peirmet' *d' une part d'u'tiliser 'uh tres 
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petit volume de milieu reactionnel done d'economiser 
les molecules d'interet biologique. a coupler. Par . 
.ailleurs, .on peut regler les dimensions des dep6ts 
effectues sur le support., alors que dans le cas des 
5 methodes d'adressage mecanique irnpliquant des methodes 
d' activation chimique classigues, la dimension des 
depdts ne po.uvait etre inferieure a 50, voire 100 um. 

Selon 1' invention, on peut tres facilement 
reduire la dimension des depots, non pas en diminuant 
10 la taille de la goutte, ce qui .est difficile a realiser 
en. pratique, mais en. reduisant la surface de la zone 
. . electroactiyable. En ef fet;,. . la . resolution des dep6ts 
. est optimisee; par le , fait que, seule, 1' interface 
electrode/ support situee dans les lignes du champ 
15 electrique est ., actiyable ; : e'estra-dire que si . une 
.goutte deborde,..a 1 ' exte.rieur de cette zone, son contenu 
ne .sera pas fixe sur Ja . surf ace conductrice. 
... , , . ... ' Ainsic.si le. r diametre_.de 1' interface entre 

.,, les,embQUts : la et..le support; conduct.eur est de 200 um, 
20, et- qu' on utilise yne . zone .conductrice .n? jaesurant que 
; .10 um. de. ,c6.te ,, ,s.eul.e ; pette, zone conductrice pour r a etre 
r,ecouverte..de .molec.ules d'interet biologique. 

Selon 1' invention, on peut realiser sur un 
.. . ...support des . dep6ts ...9. en ..ligands differents. Ceci. peut 

25 .etre obtenu en .. f ixant success iyement au moins deux 
ligands differents sur des. sites differents du . support 
a partir d'un. s.eul. element en. changeant le ligand 
dis.tribue. . par get . element Dans ce cas, les depots 
peuyent . etre.. . effectues successivement , . . soit en 
30 ; changeant ,..le contenu. du reservoir. 1. des elements 
representes sur les figures 1 et 2., soit en utilisant 
1' electrode, de. la figure 4 que. .1 ' on plonge dans des 
reactifs . differents... On .. peut . aussi utiliser. un 
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reservoir fixe muni de moyens d' introduction et 
d' evacuation de ligand, c'est-a-dire comportant un 
systeme fluidique d' entree et de sortie du ligand pour 
changer le contenu du reservoir sans deplacer cdlui-ci'. 
5 La figure 5 * il lustre un tel mode de 

realisation du reservoir 1 muni d'une entree - lb-" et 
d'une sortie 1c de liquide. 

Bien entendu, on ' peut aussi utiliser pour 
realiser des depots 9 . de licfands 'identi ques '■■ ou 

10 * differents, piusieurs ' ' elements ' tels . "que ' ceux 
representes sur les figures : i e t 4 J" Ces : ' '^lemeiits 
peuvent etre ' eventuel'lement assernbies pour former une 
'tete d' impressibh comme represente " sxit I'd'' figure 6 . 

Sur cette ' figure : '6, " on voit qus la" -tSte 

15. d' impression comprend un premier reservoir Rl rempli 
d'un ligand PI, "uh seccSiid 'f^'ervoir 'R2 ifempli''&u : ligand 
P2 et un troisieme reservoir : R3 " rditlpll du^ : l±Wand P3 . 
Avec une tete multiple de ce type, on peut effectuer 
sur la surface c6ridu£trice 7? ' f3 trbls d£p6ts simultanes 

20 9 realises respectivemWrit J e"n Iks' li'gands : PI/ P2 et 'piv 

"Ori precise que"" i'es 'depots' peuvent etre 
realises * sous atmospheire iriertef* ou "dan^ un* milieu 
liquide erectrochimiquement 'heut're ? et /' si possible; 'non 
miscible au milieu' " f e&cti'drinfei 1 ' contenu ' 'dans 'le 

25 " reservoir.' 

A£>res~' la phase de depot, le support peut 
etre rlnce' et utilise de f agon classique . 

I^s' exemples 'suivantzs' lllustrerit "la 
realisation ' de : matrices d' oligonucleotides' ou : de 
peptides, a' partir d' oligoniicledtide^s ou de peptide 
portant un groupement pyrrole" que ' 1 ''on fixe'" sur un 
support conducteur en les ' copblyrnerisant pat vbie 
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electrochimique avec du pyrrole, selon le procede 
decrit dans le document [5] : WO-A- 94/22889 

Exemple 1 

5 1 - Fabrication de supports portant des 

oligonucleotides . 

Les supports conducteurs utilises sont des 
plaques de verre recouvertes d'une couche de chrome 
(pour 1/ adhesion) et d'une couche continue de 0,5 
10 d'or. Cette couche est ..reliee a la sortie. « electrode 
de travail » d'.un potentiostat EGG 283. 

Deux oligonucleotides differents portant un 
groupement pyrrole en.. 5' w spnt . copolymerises sur ces 
supports ., Leurs sequences sprit, lqs suivantes : 

, . pyrM5 : 5' pyx. (T).io. SGAGCTGCTGGCGT 3';. .. . , . r 

. pyrCP. : 5/- pyr (T) i0 GCCTTGACGATACAGC ^3 ' 

. f iLs. ont..,. ete. synthetises par la methode 

2 0 decrit^ par Li^ache, et.Al 3<=ms...[5]. . . _ 

Poipr. 4a f ixation de. . ces oligonucleotides 

sur le . support, on., utilise : . un ijailieu. reactionnel 

. comprenant... 0 , 1M . de LiClp4 / ,.. 20. mM de pyrrole et ,..1 uM 
. d' oligonucleotide portant. un groupe pyrrole en 5'... 
25 Cette solution est introduite dans, un 

reservoir. en polypropylene , de, forme conique qui 
contient une contre-eleqtrpde . de. platine. (CE) connect ee 
.au potentiostat. Ce reservoir est facilement rempli par 
une micrppipette d'un .volume pouvant .varier. d^ 50 a 
30 ^lOOpul^de milieu, rqactionnel. L' extrem.it e de. ce cone a 
un diametre d' environ . 0, 8 mm. Des cones plus . fins ou 
plus . gros . pergiettent d'.utilis.er d'autres, volumes de 
reactif. 
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L'extremite" du cone* est placee au contact 
de la surface conductrice et le copolymere est fabrique 
par voltametrie cyclique (de -0/35 a +0V85V/CE a ia 
vitesse de lOOmV/s) . La charge enregistree permet de 
5 determiner 1'epaisseur du polymere forme.' Apres ' la 
formation de ce premier depot, le cone est vide/ ririce 
puis rempli par un nouveau milieu reactibrinel contenant 
un autre oligonucleotide". La plaque donductrice est 
deplacee (table x/y/z) ' et la "" meme 1 operation' % de 

10 copolymerisation est menee sur une ' autire . plage "de la 
surface conductrice pfernie'ttant' tk - fabrication d'un 
depot 'portant uhe autre sequence oLig'onuclebtidique . 

On prepare ' d£ r; cetite' "'fia^bh 1 ' deux matrices 
comportant-' uniquement- : 'd'es~ : oligbriuc ; 16o tides" pyrM5 et 

15 deux " matrices ' comport arib " uniquement des 
oligonucleotides 5 ' pyrCP : ,: • . , . . . ■ 

On verifie que les matrices 

d' oligonucleotides ainsi obtenues prese&tent .. les 
proprietes voulues pour detecter .les oligonucleotides 

20 * complementaires par hybridation,; ..^ l ;:r ; 

. 2 ., - . .Hybridation .des-; ; .oligonucleotides et 
detection: . , - : . .■*:.." \ r - c >\ . o • . ■ 

: • - ; Les oligonucleotides complementaires testes sont 
25 ■ - les suivants < : •:. ■ / ; . . : t . - . • ■ ;■.- 

- M5 comp\ementa\res b\o\\ny\e : M5 COTUp b\o \ - ' 
- CP cbmplementaire biotinyle : CP com pbip. ; . • ■ 

: • L'. hybridation, .des , oligonucleotides 
complementaires \ se -deroule dans un .tampon PBS (Sigma) 
30 contenant : 0, 5 M de NaQL, ; 100 -ug/ml.. d; ADN. de sperme de ... 
saumon (Sigma) , 10 mM d'EDTA et 10 nM d' oligonucleotide 
biotinyle complementaire . L' hybridation est conduite a 
45 °C dans un volume de 2 0 \xl durant 15 min. Un ringage 
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rapide au PBS/NaCl est alors realise. La detection des 
hybrides est alors realisee apres incubation dans une 
solution de . PBS/NaCl contenant 0, 1 mg/ml de R 
phycoerythrine (Molecular, .Probe) . La ' fluorescence est 
5 detectee par une camera refroidie (Hamamatsu) montee 
sur.un microscope a epif luorescence . Les resultats sont 
exprimes en niveaux de gris . 

On observe un spot de polypyrrole d' environ 
0,8 mm_de diametre dont l'intensite de fluorescence est 
10 reporter ci-dessous : - - . 

oligoqupleotide sur, support pyrM5 hybride avec M5 CO mp bio : 1 10. 
. oligonucleotide sur support pyrM5 hybride ayec CP C om P bio : 5 
- oligonucleotide sur support pyrCP hybride. ayec M5 CO mR bio : 7 
:- oligonucleotide sur support pyrGP hybride avec CP C omp bio : 84 : 
15 • on. ^observe, ains.l. , une -bonne specif icite 

d'hybridation et un rapport signal/bruit eleve . . . . : ., 

" - : - Exemple 2 - - t ..~: : r\\-:'- ^.*~;. . 

- -v : on suit le -'lagme mode operatoire que dans. 
20 l'exemple - 1, pou^b^^^p^e^-. y*ie& . i ^ matrices 
d' oligonucleotides pyrM5 et pyrCP mais en utilisant 
;i commW;. /-support l ; . cc^d^tetrr^, ;fe:^supgort en matiere 
plastique recouvert d'oxyde d' indium et d' etain : (.ITQK 

; Les resultats obfcenus ' -avec f.ces; matrices 
25 pour la detection des oligonucleotides complement aires 
biotinyles sont les suivants ;i j . r; ' 

- oligonucleotide sur support pyrM5 hybride avec M5 CO mp bio \: 95 
-oligonucleotide sur support pyrM5 hybride avec CP CO mp bio : 5 

- oligonucleotide sur support pyrCP hybride avec M5 C 6m P bio : 7 
30' - oligonucleotide sur support pyrCP hybride avec CP CO mp bio : 105 - 

Exemple 3 " ' ' ' . 
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Dans cet exemple, on suit ' le meme mode 
operatoire que dans I 'exemple '1 pour preparer une 

r 

matrice d' oligonucleotides pyrMS sur un support en or 
. supporte par du verre, mais on utilise, comme contre- 
5 electrode, un fil de platine' charge du milieu 
reac.tionnel au lieu du reservoir muni interieurement 
1 d'une electrode de platine . 

Comme represente" sur la figure 4A, le fil 
de platine 15 est charge du milieu reactionnel par 
10 trempage dans un ' reservoir 17 contenant ce milieu. Le 
fil portant la goutte 19 est ensuite approche du 
support jusqu'au contact avec la goutte. L' impulsion 
electrochimique est alors realisee. Le fil est releve 
puis rince dans l'eauv Les -^aul:^es- depots sont assures 
15 de la meme fagon. On obtient ainsi des depots d' environ 
1 *mm : de diametre , et , une : fl"uQr.esc ence intense ; e:St 
observable lorsqu'on utilise,, la., matrice pour realiser 
1 ' hybridation de - 1 ' oligonucleotide: -complementaire. Les 
resultats obtenus sont les suivants" 
2 0 - oligonucleotide sur support pyrMS hyferide' "avec -MScomp bio ; 400 
- oligonucleotide sur support pyrMS hybride avec CP com p bio : 10 

Exemple 4 .. ; .-^ ; .i ~ .-. , . 

De la meme ' f agori; deb peptides peuvent etre 

25 deposes. Des" pyrroles-peptides- sont synthetases s^elon 
la procedure decrite par T , Livache * et al , biosensors 
and Bioelectronics 13, (1998) 629-634 [6] . lis sont 
deposes selon la procedure habituelle (example 1) . Les 
deux peptides ACTH (18-39) et ACTH (11-24) sont. ensuite 

30 detectes par respectivement les anticorps biotinyles 
Mab (34-39) et Mab (18-24). 
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Les resultats de fluorescence apres 
incubation avec la streptavidine phycoerythrine sont 
les . suivants : 



Peptide 


ACTH 
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39 


avec 
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34- 


-39 
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Peptide 
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' : REVENDI CATIONS 

1. Procede de fabrication d'une matrice 
comprenant au moins un ligand fixe par' voie 

5 electrochimique sur un support conducteur ou sur des 
zones conductrices d'un support, dans lequel on utilise 
au moins un element capable de distribuer * le(s) 
ligand (s) couple (s) a un monomere electropolymerisable 
comme electrode pour realiser une synthese 
10 electriquement assistee" d'un polyriiere porteur da (des) 
ligand(s) sur le support conducteur ou sur Ites * zones 
conductrices du support. 

2. " Procede selon la" revendication 1; dans 
lequel ledit element est cbristitue' d'un reservoir 

15 cpntenant le licjand couple au monomere 

electropolymerisable et comportaht une partie 
conduc trice. •■--->• • - ■ ........ 

3 . Procede selon" la revendication '2 , dans 
lequel le reservoir est muni de moyens d' introduction 

20 et d'evacuation de ligand. 

4 . Procede selon " la reven'dicatioh : 1, dans 
lequel ledit element est constitue par une electrode- en 
.forme de fil ou d' aiguille, cKarxjee exterieurement de 
ligand couple au monomere " electropolymefisable, le 

25 . contact entre l'electirode et le "support conducteur ou : - 
une zone conductrice du support e taint"" assure, lors de 
i' operation de fixation, par 1 ' intermediaird d'une 
goutte de ligand retenue par 1 ' electrode . ' 

5. Procede selon l'une* quelconque des 
30 revendications 1 a 4, dans lequel on f ixe ' simultanement 

ou. successivement des Ugands* i'dentiques oil dif f erents 
sur des "sites conducteurs ' differents du support en 
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utilisant plusieurs elements dis.tribuant respectivement 
des ligands identiques ou differents. 

6. Procede selon la revendication 5, dans 
lequel au mo ins ' deux des elements sont reunis pour 

5 former une tet.e d' impression. 

7 . Procede selon 1 ' une quelconque des 

i 

revendications 1 a .4, dans lequel on fixe 
successivement au moins deux ligands differents sur des 
site's", differents du support en utilisant un seul 
10 ..element et en changeant au . moins une fois le ligand 
distribue par cet element. 

8 . Procede selon 1'une quelconque- de 
. revendications, .1. . a. „ 4, ... dans. lequel les zones 
'. conductrices. sont' fonnees par des " zones de materiau 

15 conducteur dispo sees sur un .support isolant. 

9. Procede selon la revendication 8 , dans 
lequel les zones' ^'" de materiau" conducteur ' sont 
interco.nnectees., electriquement , . .. , 

• ". 10.. Procede selon la revendication 8, dans 
20 lequel les zones ^de''" Wtiriau ^ conducteur - sont 
. adressabl.es . el ec.tr iquement , ^ indi vi'due 1 1 ement ou par 
groupe.,, pour pouvoir .f tre activees separement . 

. 11. Procede selon . 1 ' une queiconque des 
' .. revendications 8 _ . a. .' 10 , . . dans' lequel le materiau . 
25 conducteur est choisi dans le groupe constitue de l'or, 
de 1.' argent, / du ,'_platine ,' de l'.oxyde d' indium et d' etain 
,. (ITO) ,. du . carbone . et " des p.olymeres organiques 

conducteurs. ... ....... . 

12. Procede selon la revendication 1, dans 
30 lequel chaque element distribue une solution du ligand 
, . comprenant le ligand _ "couple ; a '" 'un ' monomere 
electropolymerisable, .le monomere electropolymerisable 
et eventuell ement un agent dopant. 
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13. Procede selon la revendication 1 ou 12, 
dans lequel le monomere "electropolymerisable est le 
pyrrole. 

14. Procede selon la revendication 1 ou 13 , 
5 dans lequel ' la fixation du ligand est obtenue par 

electrocopolymerisation du monomere et du ligand couple 
au monomere . 

15. Procede selon l'une quelconque des 
revendications 1 a 14, dans lequel le" ligand' ' est "un 

10 nucleotide, un oligonucleotide, uh acide afaine" ou un 
peptide . 

16. Dispdsitif de faBricjat'ion d v urie "ma trice 
de ligands sur'un support 'cdhducteur'' ou sur des zones 
conduc trices "*& ' un support "/ "compreriaht ' : 

15 - au mo ins un moyen de distribution (1) 

d'un ligand muni d'une partie conductrice (3), 

- des moyens pour connecter d'une part, le 
support conducteur (7) ou les zones conduc trices (13) 
du support et, d' autre part, la partie conductrice (3) 

20 du moyen de distribution a un generateur electrique; et 

- des moyens pour disposer et/ou deplacer 
le support et/ou le(s) moyen (s) de distribution, l'un 
par rapport a 1' autre, et les mettre en contact de 
fagon a realiser plusieurs depots de ligands sur le 

25 support en des emplacements differents. 

17. Dispositif selon la revendication 16, 
dans lequel ledit moyen de distribution comprend un 
reservoir (1) contenant le ligand et au moins une 
electrode (3, 5) disposee dans ledit reservoir et 

30 constituant la partie conductrice dudit moyen. 

18. Dispositif selon la revendication 17., 
qui comprend plusieurs moyens de distribution de 
ligands assembles sous forme de tete d' impression. 
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19. Dispo.sitif de fabrication d'une matrice 
de ligands sur un support conducteur ou sur des zones 
conduc trices d'un support, comprenan.t : 

- une electrode . (15) sous forme de fil ou 
5 d' aiguille apte a etre chargee exterieurement dudit 

ligand, 

- des moyens pour connecter d'une part, le 
support conducteur (7) ou les zones conductrices (13) 

t du support ,et,.d'autre part, l'electrode. (15) a un 

10 generateur electrique, et 

- des moyens pour disposer et/ou deplacer 
le support et/ou l'electrode (15) , l'un. par rapport a 
1' autre, de .fagon . a realiser ; plusieurs depots de 
ligands sur le support. en des emplacements differents. 
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